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Einleitung 


Es sind zwar schon ziemlich viele Beitráge ūber die Spermatogenese der 


Bryophyten veróffentlicht worden, doch sind bislang morphologische und physio- 


logische Studien über das reife Spermatozoid sehr selten zu finden. 


Die bisher erschienenen Beschreibungen iiber die Spermatozoiden der Bryo- 


phyten bilden in den Untersuchungen tiber die Spermatogenese derselben nur 
den Nachtrag. Eine Ubersicht tiber diese bis jetzt herausgegebenen Arbeiten 


gibt die folgenden Tabelle (Tabelle I). 


1) Contributions from the Divisions of Plant-Morphology and of Genetics, Botanical 
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Zu eingehenderen Forschungen auf den Gebieten der Taxonomie, Genetik 
und Phylogenie der Pflanzen ist jedoch eine nahere morphologische und physiolo- 
gische Untersuchung der reifen Spermatozoiden der Bryophyten unentbehrlich. 
Wie man nun der oben wiedergegebenen Tabelle entnehmen kann, gibt es auf 
diesem Arbeitsgebiet noch viele Teile, in die die Forschungsarbeit noch nicht 
eingedrungen ist. Die vorliegende Arbeit ist daher als erster Schritt zur Uber- 
windung der noch ungelósten Aufgaben gedacht. Sie bezieht sich auf die 
Morphologie der reifen Spermatozoiden der Hepaticeen. 


Darstellender Teil 
Dumortiera hirsuta, NEES. 
Methode und Material 


Die Spermatozoiden wurden von im botanischen Garten der kaiserlichen 
Universitat zu Tokio gefundenen Pflanzen gewonnen. Der Thallus wáchst auf 
dem feuchten Boden oder dem Gestein in der Nahe des Wassers. Das kreis- 
formige Antheridium entsteht auf dem Thallus und hat keinen Stengel wie bei 
Conocephalus. Es reift gewohnlich im spáten Frihling, doch auch im spáten 
Herbst kann man noch Spermatozoiden erhalten. Ein Teil des Thallus wurde 
vom Boden genommen und etwas davon im Laboratorium sofort untersucht 
und der Rest nach einigen Tagen. In beiden Fallen wurden Spermatozoiden 
gewonnen. Das “explosive discharge,” das Cavers (’03) schon bei Conocephalus 
conicuus (Fegatella conica) beobachtet hat, wurde auch bei Dumortiera hirsuta 
gefunden. Das Phánomen konnte man unter Bestrahlen mit elektrischem Licht 
durch eine 30% ige Kupfersulfat-Lösung hindurch herbeiführen. Die Höhe der 
feinen Dusche welche aus dem Antheridium heraussprüht, erreicht ungefähr 
15cm oder mehr. Wenn man diese feine Dusche mit dem Objektträger auffängt 
und mit Gentianaviolett färbt, so kann man viele gepaarte Spermatozoiden 
erkennen (Taf. IX, Fig. 5). Entweder wurden die Spermatozoiden lebend oder 
das mit verschiedenen Färbungsmitteln gefärbte Material beobachtet. Wenn 
man das Antheridium aus dem Thallus abschneidet, es umgekehrt auf den 
Objekttrager stellt und darauf ein Tröpfchen Leitungswasser hinzufügt, so kom- 
men nach 10-30 Minuten sehr viele Spermatozoiden heraus. Nach Entfernung 
des Antheridiums, welches schon die Spermatozoiden ejakuliert hatte, wurde 
das die schwimmenden Spermatozoiden enthaltende Wasser auf der Flamme, im 
Thermostat, oder an der Luft ausgetrocknet. Im anderen Fall, vor dem Aus- 
trocknen des Wassers, wurde der Dampf der Osmiumsäure zur Fixierung 
gebraucht. Nachher wurden die Spermatozoiden mit den Färbungsmitteln 
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Gentianaviolett, Karbolfuchsin, Orange G, Safranin, Methylgriin, Azetokarmin, 
Anilinblau und Eisen-Hámatoxylin nach Heidenhain gefárbt. Gentianaviolett, 
Karbolfuchsin, und Hámatoxylin ergaben bessere Erfolge als die anderen 
Farbstoffe, und vor allem zéigte Gentianaviolett die besten Ergebnisse. Die fiir die 
Fárbung benótigte Zeit ist bei Gentianaviolett und Karbolfuchsin 10-30 Minuten. 
Bei der Fárbung mit Gentianaviolett findet die Differenzierung gewòhnlich 
mit Alkohol statt. Bei dieser Untersuchung war es unnötig, das Material zu 
differenzieren, da in einem Práparat zahlreiche Spermatozoiden nicht einheitlich 
gefárbt waren und dadurch Spermatozoiden von verschiedenen Fárbungsgraden 
gefunden wurden. Vor der Fárbung mit Hámatoxylin wurden die Materialien mit 
Eisenalaun 2-24 Stunden mazeriert. Die Fárbung dauerte 1-3 Tage. Zuletzt 
wurde das Material mit Balsam eingeschlossen und unter ein Deckglas gelegt. 

Bei den vorliegenden Untersuchungen habe ich die gefárbten Spermato- 
zoiden mit Hilfe von Leitz , Makam “ in Mikrophotographien aufgenommen, da 
die Práparate, welche mit Gentianaviolett gefarbt werden, in einigen Monaten 
verblassen. Fir die Mikrophotographien sind die mit Gentianaviolett gefárbten 
Práparate am besten geeignet. 

Zu der Messung brauchte ich folgende Methode: Die Zeichnung wurde mit 
dem Zeichenapparat nach Abbe gemacht und die Größe derselben mit einem Kur- 
venmesser, welcher eine Zentimeterskala enthált, gemessen, und danach wurden 
die mit Zentimeter gemessenen Größen in die ursprüngliche Größe in Mikron 
umgerechnet. Die Beobachtungen dauerten von September bis Dezember. 


Die Morphologie des Spermatozoids 


Die Erklärung über das mit Gentianaviolett gefärbte Spermatozoid ist in 
Taf. IX, Fig. 1 gegeben. 

Das Kernstück des Spermatozoids ist sichelformig und am mittleren 
Teil etwa 0.97 ^ dick. Im lebenden Zustand zeigt es eine einmalige Windung, 
im fixierten Zustand aber zeigt es keine Spiralwindung mehr, sondern streckt 
sich meistenteils nach der Sichelform. Vielleicht findet die Streckung beim Aus- 
trocknen des Wassers statt. Der Körper färbt sich mit Gentianaviolett und 
Azetokarmin homogen, und es ist keine Differenzierung zu erkennen, wie 
schon Schowalter (26) über Riccardia pinguis, Black (13) über Riccia und 
Campbel (’87) über Marchantia erwähnt hatte. Obwohl es in meiner Beo- 
bachtung nicht zu erkennen war, ist es doch sehr wahrscheinlich, daß der 
Körper mit einer dünnen Plasmaschicht umgeben ist, wie Mühldorf (’33) über 
die Sphagnum-Spermatozoiden und Schowalter (26) über Riccardia-Spermato- 
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zoiden erwáhnt haben. Dartiber sind weitere eingehende Beobachtungen not- 
wendig. Mühldorf (30) erwähnt, daß das Kernstück Chromatinsubstanz der 
Spermatzelle enthält und durch Mazeration sich in viele Chromomeren zerlegen 
lässt. Ich konnte ebenfalls die Chromomer-artige Substanz von Zeit zu Zeit 
erkennen, doch nicht genau feststellen, « ob die Erscheinung, welche bei dem 
Färbungsprozess hervorzutreten pflegt, als Chromomer anzusehen ist. Beide, 
das vordere und hintere Ende des Körpers, sind zugespitzt. Nach dem Durch- 
schnitt der von mir gemessenen zweihundert Spermatozoiden ist die Länge 
des Kernstücks 15.40 p, und das längste 18.14. In meinen Präparaten konnte 
ich einige mißgebildete Spermatozoiden finden (Taf. XI, Fig. 18, Taf. XI, 
Fig. 19-23). Das in Taf. XII, Fig. 22 gezeigte Spermatozoid mit vier Zilien 
ist außerordentlich groß. Sein Kernstück ist anderthalbmal so lang wie 
das gewöhnliche Kernstück. Die Länge des Kernstücks mift 23.24. In der 
Beobachtung über die Spermatogenese von Dumortiera hirsuta konnte ich 
einige außerordentlich große Spermatidzellen finden. Vermutlich entsteht das 
große Spermatozoid aus dieser Spermatidzelle. An der Stammsubstanz dieses 
großen Spermatozoids, neben den Basalkórnern, sind einige dunkel gefärbte 
Punkte, welche sich am vorderen Ende des Kernstücks anschließen, in einer 
Reihe aufgestellt. (Taf. XII, Fig. 22). Diese Punkte sind sehr ähnlich mit dem von 
Sharp (’20) dargestellten Blephaloplast in der Entwicklung durch Teilung in der 
Spermatidzelle von Blasia. Er äussert sich über die Entwicklung des Blephalo- 
plastes wie folgt: ,, The blephaloplast now begins to undergo a series of 
transformations which ultimately result in the formation of cilia bearing thread 
of the spermatozoid. After elongating very slightly, as previously noted, the 
blephaloplast becomes constricted (fig. 10, Upper cell). These two portions, or 
blephaloplast granules as they may be termed, often lie very close together, 
but in many cases they are so far apart that there can be no doubt that the 
fission is complete...... The granules continue to multiply by fission (fig. 13.) 
until several are present in a row (fig. 14, 15.); seven was the largest number 
counted with certainty.“ Ich vermute, daf3 die oben erwáhnten Punkte in dem 
mifigebildeten Spermatozoid mit den „blephaloplast granules“ von Sharp 
identisch sind. Man kann deutlich vier رر‎ blephaloplast granules“ zählen. Die in 
Taf. XII, Fig. 21 gezeigten zwei Spermatozoiden sind ein anderer Typus der Mi8- 
bildung. Diese Spermatozoiden sind sehr kurz und dick, und das Ende des Kern- 
stūcks ist zweifach gegabelt. Taf. XI, Fig. 18 und Taf. XII, Fig. 19 zeigen eben- 
falls gabelfórmige Spermatozoiden, doch ist die Form der Gabelung etwas 
verschieden von den oben erwáhnten zwei Spermatozoiden. Das Spermatozoid, 
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welches in Taf. XII, Fig. 20 gezeigt ist, stellt den Zwischentypus des gabel- 
formigen und des normalen Typus dar. Zwischen zwei Zinken findet man ein 
tropfenförmiges Plasmasttick. In Taf. XII, Fig. 23 sehen wir die äußerst miB- 
gebildete Form der Spermatozoiden. Diese Spermatozoiden haben keine Zilie, 
und man kann nicht feststellen, welche von den drei Spitzen die vordere Spitze 
oder hintere ist. 

Das Plasmasttick haftet gewohnlich am hinteren Ende des Korpers an. 
Es ist nach Mühldorfs Bericht (’30) , endstándig “, doch nicht immer vorhanden. 
Die bisherigen Verfasser der Spermatogenese der Bryophyten haben auch das 
Plasmastück erkannt. Die Form, die Größe und die Stellung desselben in Be- 
zug auf das Ende des Kernstücks sind unbestandig. "Mühldorf (30) hat in 
seiner ausgezeichneten Untersuchung erwáhnt, daf das Plasmastück bei allen ' 
von ihm bis jetzt untersuchten Lebermoosen von langlicher Form, gleich dick, 
oder nur wenig dicker als das Kernstück ist und alle Spermatozoiden, die bis 
jetzt von verschiedenen Autoren mit einem sphárischen tropfenfórmigen Plasma- 
stück gekennzeichnet wurden, unreif sind. In Dwmortiera hirsuta aber ist 
die Form des Plasmastücks bei dem reifen Spermatozoid von lánglicher Form 
ebenso dick wie das Kernstück oder sphärisch, wie in Taf. XI, Fig. 8 und 9 
gezeigt. Wie Taf. IX, Fig. 2 zeigt, ist die Stellung des Plasmastūcks unbe- 
ständig. Das fadenfórmige Plasmastück entsteht meistens nach feinerer Beo- 
bachtung nicht von der genauen Spitze des hinteren Endes des Kernstücks, 
sonderen von einem Punkt aus, der dem vorderen Teile etwas näher ist. Das 
Plasmastück kann einen anhaftenden Punkt an der konvexen Seite des Kern- 
stücks oder an der konkaven Seite desselben haben (Taf. IX, Fig. 2, A und B). 
Das längste fadenfórmige Plasmastück mift 17.34 (Taf. IX, Fig. 2, C). Beim 
sphärischen tropfenförmigen Plasmastück entsteht es hängend an der hinteren 
Spitze des Kernstücks, oder im anderen Falle an dem hinteren Teil desselben 
anhaftend, wie in Taf. IX, Fig. 2, D zu sehen ist. In manchen Fällen ver- 
ändert sich die Form, die Größe und die Stellung des Plasmastücks gemäß der 
Form der hinteren Partie des Kernstücks. 

Das Plasmastück färbt sich schwach mit Gentianaviolett, Hämatoxylin und 
Azetokarmin, und man kann darin einige dunkel gefärbte Punkte erkennen (Taf. 
IX, Fig. 1, 2). Zwei von diesen Punkten sind deutlich bemerkbar und größer als 
die anderen. Vielleicht sind diese zwei der ,,Golgiapparat “ und die „Chondriom- 
substanz “ von Mühldorf (30) oder die Substanz, die, wie von verschiedenen 
Autoren erwähnt wurde, bei der Spermatogenese zu erscheinen pflegt, d.h. 
„limosphere,“ ,, accessory body “ (Wilson: '11), percnosome (Allen; 717) ,, Neben- 
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körper “ (Ikeno: ’03) „dark body“ (Sharp: 20). Die anderen Piinktchen sind 
Plastiden, Stárkekórner und Chromatinsubstanz. Wenn das Plasmastūck nach 
Campbel (87), in Sphagnum actifolium, mit Jod behandelt wird, farbt es sich 
schnell dunkelblau, während es mit Kalilauge behandelt sich allmählich auflöst. 
Das von mir mit Jod behandelte Plasmastück färbte sich nicht so schnell und 
dunkelblau wie in Sphagnum, sondern nur schwach und undeutlich. Das be- 
weist, daß das Plasmastück nur wenige Stärke enthält. 

Die Stammsubstanz stösst an das vordere Ende des Kernstücks. (Ver- 
mutlich , der zytoplasmatische Fortsatz “ von Ikeno (’03)). Sie scheint sehr 
gebrechlich zu sein, da die Form derselben bei dem Strichpräparat unbeständig 
ist. Meistens ist die Form, welche in Taf. IX, Fig. 1 gezeichnet ist, gefunden. Die 
Stammsubstanz färbt sich mit Gentianaviolett, Hämatoxylin, und Karbolfuchsin 
schwach oder gar nicht. Die Grenzlinie zwischen dem Kernstück und der Stamm- 
substanz ist meist klar. An der Spitze der Stammsubstanz kann man einen dunkel 
gefärbten Punkt erkennen, vermutlich die „Spitzensubstanz “ von Mühldorf 
(30). Ein wenig hinter dieser Spitzensubstanz sind zwei Basalkörner vor- 
handen, aus welchen die Zilien entstehen. Daß die Zilien aus der Stamm- 
substanz und nicht aus dem Kernstück entstehen, ist deutlich dadurch, daß die 
von dem Kernstück getrennte Stammsubstanz, welche von Zeit zu Zeit unter 
dem Mikroskop zu finden ist, auch mit Zilien versehen ist (Taf. XII, Fig. 19). 
In den mit Gentianaviolett gefärbten Präparaten kann man selten das Sper- 
matozoid mit außerordentlich langer Stammsubstanz sehen. Das in Taf. XI, 
Fig. 15 gezeigte ist eins unter ihnen. Bei diesem Spermatozoid kann man die 
Spitzensubstanz und die Basalkörner ziemlich klar erkennen, da sie von einander 
etwas entfernt sind. 

Die Zilien entstehen von den Basalkörnern, wie schon oben erwähnt ist. 
Die Zahl der Zilien ist zwei oder vier. Das Verhältnis der Zahl der Spermato- 
zoiden mit zwei Zilien zu der mit vier ist gleich, demgemäß war es nicht zu 
entscheiden, welches von beiden ursprünglich ist. Ferner habe ich etwa 
zehn Spermatozoiden mit sechs Zilien (Taf. XI, Fig. 13) und nur ein Spermato- 
zoid mit acht Zilien gefunden (Taf. XI, Fig. 14). Es ist möglich, daß es 
noch mehrere Spermatozoiden mit sechs und acht Zilien gibt; aber da bei 
solchen Spermatozoiden sich die Zilien verwirren, ist es unmöglich, eine genaue 
Anzahl festzustellen. Auch Spermatozoiden mit drei (Taf. XI, Fig. 10) und 
fünf Zilien (Taf. XI, Fig. 12) konnten gefunden werden. Es ist aber nicht 
möglich zu unterscheiden, ob sich von vier oder sechs Zilien je eine losgelöst 
hat, oder ob es die ursprüngliche Zahl ist. Schowalter (26) hat ein Spermato- 
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zoid mit drei Zilien bei Riccardia pinguis gefunden und erwähnt, daß diese 
drei Zilien von drei verschiedenen Punkten entstehen, obwohl die Basalkorner 
(basal body) undeutlich sind. Bei Dumortiera hirsuta ist die Stammsubstanz 
sehr kurz, und es war unmoglich, die Entfernung der Basalkórner, sogar bei 
dem Spermatozoid mit zwei Zilien klar zu erkennen; demgemafi wurde kein 
Unterschied zwischen ,, vorderen “ und “hinteren “ Zilien gemacht. Die Lange 
der Zilien ist nicht gleich. Der Durchschnitt der von mir gemessenen zwei- 
hundert Spermatozoiden zeigt, daß die längere Zilie 44 ۸ und die kürzere, 
37.3 4 lang ist. Die Differenz von 6.7 £ zwischen beiden Zilien, ist zu groß, als 
daf sie ein Messfehler sein kónnte. Beim Spermatozoid mit vier Zilien scheint 
es, daß je zwei Zilien von jedem Basalkorn aus an beiden Seiten der Stamm- 
substanz entstehen (Taf. IX, Fig. 1, D und E); demgemäß ist die laufende Richtung 
in den fixierten und gefárbten Práparaten bei den zwei Zilien, welche aus dem 
Basalkorn entstehen, meistens gleich, wenigstens bei dem sich dem Basalkorn 
am náchsten befindenden Teil. Uber die Basalkórner des Spermatozoids mit 
mehr als vier Zilien sind noch weitere genaue Untersuchungen und die Ent- 
wicklungsstudien nótig. Das Kernstiick des Spermatozoids mit vier Zilien ist 
in seiner Größe gleich dem Spermatozoid mit zwei Zilien. Die Lange der Zilien 
aber ist in beiden Fällen verschieden; die Zilien: des Spermatozoids mit vier 
Zilien sind kürzer als die des Spermatozoids mit zwei Zilien. Nach dem 
Durchschnitt einiger von mir gemessenen Spermatozoiden mit vier Zilien mißt 
die Zilienlänge derselben 31.7 /;; sie ist um 2.3/4 kürzer als die kúrzere Zilie 
und 5.4 £ kürzer als die längere Zilie des Spermatozoids mit zwei Zilien. Bei 
Spermatozoiden mit vier Zilien, sind die Zilien meistens verwirrt, und nur 
wenige Spermatozoiden wurden gefunden, bei welchen ich alle vier Zilien genau 
messen konnte. Bei dem Spermatozoid mit vier Zilien war es unmöglich, einen 
Unterschied zwischen längeren und kürzeren Zilien festzustellen. Die Länge 
der Zilien des Spermatozoids mit sechs Zilien ist durchschnittlich 29 4; sie ist 
um 2.7/4 kürzer als die Zilie des Spermatozoids mit vier Zilien. Die Lange 
jeder Zilie des Spermatozoids mit acht Zilien ist von der langsten Zilie bis zur 
kürzesten gemessen folgende: 33.5 4, 31.5 /, 31.64, 30.8 4, 28.54, 28.54, 27.4 p, 
24.7 p. Der Durchschnitt dieser acht Zilien ist etwa 29/4; also beinahe von 
gleicher Lange mit den Zilien des Spermatozoids mit sechs Zilien. Bei den 
Spermatozoiden mit sechs und acht Zilien sind die Basalkórner nicht deutlich 
zu erkennen; demgemäß ist der Zustand der Entstehung der Ziien von der 
Stammsubstanz aus auch unklar. Es ist aber anzunehmen, dafi wie bei dem 
Spermatozoid mit zwei und vier Zilien auch Spermatozoiden mit sechs und acht 
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Zilien, je drei und vier Zilien aus einem etwas lángeren Basalkorn, entstehen. 
Meistens laufen die Zilien der Spermatozoiden mit verschiedener Zilienzahl an 
der konvexen Seite des Kernstücks entlang, wie in vielen Figuren zu erkennen 
ist. Dies beweist die Stellung der Basalkórner an der Stammsubstanz und die 
Richtung der Entstehung der Zilien, wie in Taf. IX, Fig. 1, A, B, C, D, E gezeigt 
ist. Wie oben erwáhnt, ist gemáf der Zahl der Zilien die Lánge derselben 
verschieden, doch steht die Kórperlánge in keiner Beziehung zu der Zahl der 
Zilien und ist immer bestándig. Die Zilie ist in ihrem Bau fiberig, was durch 
Mazeration mit Regaud-Lósung, erwiesen ist, wie Taf. IX, Fig. 3 zeigt. Die 
Spitze der Zilie gabelt sich meistens in zwei Teile (Taf. IX, Fig. 1, F; Taf. IX, 
Fig. 16 und 17), und zwischen beiden Zinken kann man einige Plasmasubstanz 
erkennen. Vielleicht ist die Gabelung der Spitzen der Zilien auf die fiberige 
Struktur derselben zuriickzufiihren, da man hin und wieder drei- oder vierfach 
gegabelte finden kann (Taf. IX, Fig. 1, F (2); Taf. XI, Fig. 17). Bei mit Karbol- 
fuchsin gefárbtem Material kann man die Gabelung deutlich erkennen. 


Marchantia polymorpha, L. 
Methode und Material 


Das Material wurde im botanischen Garten der kaiserlichen Universitat zu 
Tokyo gesammelt. Das Antheridium beginnt im Frúhling zu reifen, und man 
kann es noch im spáten Herbst gereift finden. Um die Spermatozoiden zu er- 
halten, wurde ein Trópfchen Leitungswasser auf das Antheridium gespritzt. 
Sogleich, oder nach einigen Sekunden kommen zahllose Spermatozoiden her- 
vor; wie zusammenströmender weißer Rauch, welchen man mit bloßem Auge 
erkennen kann, und der das Wasser milchig trübt. Eine gallertartige Umhüllung 
ist an den ausgekommenen Spermatozoiden nicht zu erkennen, und nach wenigen 
Sekunden oder Minuten beginnen sie lebhaft zu schwimmen. Ein Tröpfchen 
des jetzt Spermatozoiden enthaltenden Wassers wurde wieder mit dem Sauger 
von dem Antheridium aufgesaugt und auf den Objektträger oder das Deckglas 
getropft. Die späteren Behandlungen sowie Färbungsmittel und Färbmethode 
sind gleich mit den bei Dumortiera hirsuta ausgeführten Versuchen. 


Die Morphologie des Spermatozoids 
Die Erklärung des mit Gentianaviolett gefärbten Spermatozoids ist in Taf. 
X, Fig. 6 gegeben. 
Das Kernstück färbt sich mit Gentianaviolett, Karbolfuchsin und Häma- 
toxylin homogen. Bei dem fixierten Material ist es fadenförmig; im lebenden 
Zustand aber spiralfórmig. Die Grenzlinie zwischen dem vorderen Ende des 
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Kernstücks und der Stammsubstanz ist undeutlich. ‘Das hintere Ende des 
Kernstiicks ist nicht zugespitzt sondern zeigt eine gleichsam durchgeschnittene 
Form. Die Dicke am hinteren Ende ist etwa 0.44, und vom hinteren Ende 
nach vorn zu wird das Kernstück etwas dünner. Der Durchschnitt der Länge 
der von mir gemessenen zweihundert Kernstücke ist etwa 14.8 p. 

Das Plasmastück: Von der genauen hinteren Spitze des Kernstücks 
aus entsteht das Plasmastück ; die Form desselben ist meistens beständig, und 
zwar lànglich, gleich dick oder nur wenig dicker als das Kernstück. An dem 
an das Kernstück stofenden Ende des Plasmastücks ist eine Vakuole, die wenig 
dicker ist als das Plasmastück, immer vorhanden. Die Vakuole wird mit den 
oben erwahnten Farbungsmitteln nur schwach gefárbt, mit Ausnahme der 
Peripherie (Taf. X, Fig. 6 und Taf. XII, Fig. 26). Man kann einen an die Vakuole 
anstoßenden dunkel gefärbten Punkt sehr deutlich erkennen. Dieses Kórnchen 
ähnelt der Golgisubstanz, welche über dem reifen Spermatozoid von Chiloscy- 
phus polyanthus von Mühldorf (30) erwähnt wurde. Das Plasmastück wird 
mit den oben erwähnten Färbungsmitteln nur schwach gefärbt, und es sind viele 
Körnchen darin zu erkennen. Bei Marchantia polymorpha ist die Länge des 
Plasmastücks beständig und mit etwa 5.3 4. Das vordere Ende des Kernstiicks 
schließt an die Stammsubstanz an. Die Grenze zwischen dem Kernstück und 
der Stammsubstanz ist deutlich. Von den beiden Seiten der Stammsubstanz, 
nahe dem vorderen Ende, entstehen die beiden Zilien, wie in Taf. X, Fig. 6 gezeigt 
ist. Die Basalkörner sind nicht klar zu erkennen. Zwischen beiden Zilien wurde 
ein Unterschied in der Länge nicht gefunden. Sie sind meistens nicht genau 
von gleicher Länge, aber nicht immer. Der Unterschied in der Länge der 
beiden Zilien ist zu gering, als daß man ihn für charakteristisch halten könnte; 
es kann ein Fehler bei der Messung sein. Der Durchschnitt der Zilienlange 
der von mir gemessenen zweihundert Spermatozoiden ist etwa 38/. Die 
Spitze der Zilien gabelt sich in zwei Zinken, zwischen beiden ist Plasmasubstanz 
vorhanden (Taf. X, Fig. 6 und Taf. XII, Fig. 27). In dieser Plasmasubstanz 
wurde ein dunkel gefárbtes Kórnchen erkannt. 


Conocephalus conicus, (L.) DUM. 
Methode und Material 
Das Material wurde im botanischen Garten der kaiserlichen Universitat 


zu Tokyo und in Zimmuzi (Kanagawa-Prefektur) gesammelt. Das Antheridium' 
beginnt im Frühling (April) zu reifen, und im Anfang des Herbsts ist das reife 
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Antheridium kaum zu finden. Die Methode, die Spermatozoiden zu erhalten, ist 
ganz gleich der bei Marchantia polymorpha. Sogleich oder nach einigen 
Sekunden oder Minuten nach dem Hinzufiigen des Wassers zu dem Antheri- 
dium kommen zahllose Spermatozoiden aus. Sie haben keine gallertartige 
Hiille und beginnen leicht zu schwimmen. ‘Das durch Cavers (’03) angegebene 
„explosive discharge * wurde konstatiert. Auch Färbungsmethode und -Mittel 
sind gleich der bei Marchantia polymorpha. 


Die Morphologie des Spermatozoids 


Die Erklárung tiber das mit Hamatoxylin gefárbte Spermatozoid ist in 
Taf. X, Fig. 7 gegeben. ۱ 

Im wesentlichen ist der Bau der Spermatozoiden gleich dem von 
Marchantia polymorpha (Taf. XII, Fig. 24, 25). Das Kernstūck ist etwas lánger 
und dicker als das von Marchantia; es ist 15.1 £ lang und 0.77 £ dick. Die 
Grenzlinie zwischen Stammsubstanz und dem vorderen Ende des Kernsttick ist 
nicht klar. Das hintere Ende des Kernstticks ist zugespitzt. Die Form der 
Stammsubstanz und die Stellung der Basalkórner sind gleich der bei Marchantia. 
Die Zahl der Zilien ist immer zwei, und die Lange derselben ist 34.5 4. Langere 
und kūrzere Zilien wurden nicht unterschieden. Die Spitze der Zilie ist zwei- 
fach gegabelt und bei den mit Hamatoxylin gefarbten Spermatozoiden deutlich zu 
erkennen (Taf. X, Fig. 7; Taf. XII, Fig. 24, 25). Das Plasmasttick am hinteren 
Ende des Kernstticks ist fadenformig, gleich dick oder nur wenig dicker als das 
Kernstiick. Es hat seinen anhaftenden Punkt nicht genau an der hinteren 
Spitze des Kernstticks sondern nahe dem vorderen Ende des Kernstiicks und 
immer an der konkaven Seite desselben. Der Umriß des Plasmastücks ist 
deutlich gefárbt, mit Ausnahme des Grundteils desselben, wie in Taf. X, Fig. 
7 und Taf. XII, Fig. 24 gezeigt ist. Ein dunkel gefárbter Punkt ist an einer 
bestimmten Stelle und viele dunkel gefárbte Kórnchen sind vóllig innerhalb 
des Plasmastücks zu erkennen. Die Länge des Plasmastiicks ist ziemlich be- 
ständig, nämlich etwa ۰ 


Conocephalus supradecompositus (LINDB.) ST. 
Methode und Material 
Diese Art ist in Japan und China anzutreffen. Das Material wurde im 


botanischen Garten der kaiserlichen Universität zu Tokyo gesammelt. Das 
Antheridium reift im Frühling, und schon im späten Sommer ist das Spermato- 
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zoiden enthaltende Antheridium sehr selten. Die Methode, die Spermatozoiden 
zu erhalten und zu fixieren, die Fárbmethode, und die Fárbungsmittel sind 
ganz gleich denen bei Conocephalus conicus. Die Kleinheit des Antheridiums 
macht alle Behandlungen schwer, und man muß die Lupe gebrauchen, um das 
Auskommen der Spermatozoiden deutlich zu sehen. 


Die Morphologie des Spermatozoids 


Von dieser Art konnte ich nicht genug Materialien sammeln, folglich war 
eine eingehende Untersuchung unmöglich. Verfasser beabsichtigt, diese Art 
weiter zu erforschen und die Ergebnisse später zu veröffentlichen. l 

Im wesentlichen ist das Spermatozoid von Conocephalus supradecompositus 
ähnlich dem von Conocephalus conicus; aber durch die Größe kann man sie 
unterscheiden. Der Durchschnitt der von mir gemessenen einhundert Sper- 
matozoiden ist wie folgt: das Kernstück ist 13.8 ۸ lang, und die Zilie 34 4 
lang. Die Spitze der Zilie ist zweifach gegabelt. Zwischen den beiden Zinken 
ist Plasmasubstanz vorhanden. In dieser Plasmasubstanz kann man immer ein 
oder zwei dunkel gefärbte Punkte finden, wie in Taf. IX, Fig. 4 gezeigt ist. 
Über den Ursprung und die Bedeutung dieser Punkte ist weitere eingehende 
Untersuchung nötig. 


Diskussion und Schlußbemerkungen 


Wie schon in der Einleitung geschrieben, wurde bisher beztiglich der 
Bryophyten meist keine Untersuchung gemacht, in welcher speziell nur das 
Spermatozoid untersucht wurde. Wir haben die nachtráglichen Beobachtungs- 
ergebnisse der Spermatogenese, die in Tabelle I. zusammengestellt sind. In den 
bisherigen Untersuchungen werden wesentlich folgende Ergebnisse kenntlich 
gemacht. Nach diesen Beschreibungen ist das Kernsttick stabformig oder 
fadenfórmig; die Grófe desselben und die Anzahl der Windungen ist der Art 
nach verschieden. Das Vorhandensein einer Plasmaschicht, welche den Sper- 
matozoidkörper (Kernstück) umhüllt, ist nicht festgestellt. Nach Woodburn 
C11, 713, *15, ’22) läuft das Blephaloplast an dem Körper entlang. Die Anzahl 
der Zilien ist immer zwei, ausgenommen ein Spermatozoid von Riccardia 
pinguis, welches drei Zilien hat (Schowalter ’26). Die Zilien entstehen nahe der 
vorderen Spitze des Körpers, und am Grunde der Zilien findet man die Basal- 
körner. Die Länge der Zilien variiert von Art zu Art. Häufig, aber nicht 
immer, haftet das Plasmastück am hinteren Ende des Körpers an. Die Form 
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des Plasmastiick ist unbestándig. Im Plasmastück wurden einige dunkel ge- 
farbte Flecken erkannt, welche mit , limosphere,“ رر‎ accessory body “ (Wilson 
'11), ,, percnosome “ (Allen ’17) ,, Nebenkórper “ (Ikeno '03) und noch anderen 
bei der Spermatogenese vorkommenden Substanzen identisch sind. Genaue 
Messungen an Spermatozoiden der Bryophyten wurden im Jahre 1926 durch 
Schowalter (26) ausgeführt. Die ausgezeichneten Werke von Mühldorf (’30, 
'30, '31) befassen sich nur mit der Morphologie des reifen Spermatozoids der 
"Bryophyten. Er versuchte bei seinen Untersuchungen, jeder Beeinflussung durch 
Entwicklungsstudien aus dem Wege zu gehen. Nach seinen Angaben ist 
»Spitzensubstanz * am Grunde jeder Zilie vorhanden. Durch die Stellung der 
beiden Basalkörner wurden die Unterschiede zwischen ,, Vordergeifiel “ und 
,, Rückengeißel “ festgestellt. Die Entfernung der beiden Basalkörner ist ihrer 
Art nach verschieden. Die Spitze der Zilie ist zweifach gegabelt, und zwischen 
beiden Zinken ist Plasmasubstanz vorhanden. Die Mazeration beweist, daß die 
Zilie fiberig gebaut ist. Die schwach fárbbare Partie am vorderen Ende des 
Körpers wurde „Stamm“ genannt. Bei den Laubmoosen ist der Stamm im 
Verháltnis zum ganzen Kórper nicht bei allen Arten von gleicher Lange. 
Das Kernstück (der Körper) gliedert sich nicht bei allen Laubmoosen in 
gleicher Weise an den Stamm des Bewegungsapparates an. Sonst variiert 
das Kernstück hinsichtlich seiner Länge und Dicke sehr wenig. Das Plasma- 
stück ist bei den Laubmoosen stets in der Körpermitte angebracht. End- 
ständig ist es nur bei den noch nicht ganz fertigen Spermatozoiden. Sein 
Aussehen ist bläschenförmig. Im Plasmastück sind Golgisubstanz, Stärke- 
körner, Chondriomsubstanz und Plastiden vorhanden. Das Kernstück der 
Lebermoos-Spermatozoiden ist hinsichtlich seiner Länge von Art zu Art außer- 
ordentlich verschieden. Dementsprechend ist auch die Anzahl der Windungen, 
die die Kernspirale beschreibt, wechselnd. Das Plasmastück ist bei allen 
von Mühldorf bis jetzt untersuchten Lebermoosen von länglicher Form. 
Das Plasmastück enthält die wichtigsten Plasmakomponenten, die das Sper- 
matozoid bei seiner Bildung aus dem Plasma der Spermatozoiden an sich 
rafft. 

Bei gewöhnlichen Untersuchungen der Spermatozoiden der Hepaticeen 
werden die Unterschiede unter den verschiedenen Arten nicht erkannt. Genaue 
Beobachtungen und Messungen derselben aber verweisen darauf, daß die ver- 
schiedenen Arten der Hepaticeen beständige Merkmale in ihren Spermatozoiden 
haben. Die vorliegende Abhandlung befaßt sich mit den vier Arten, welche 
alle zu den Marchantiales gehören. Bei Dumortiera hirsuta ist das Kernstück 
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sichelfórmig und ziemlich dick; beide Enden sind zugespitzt. Das Kernstiick 
von Marchantia polymorpha ist stabformig, und das Ende desselben hat eine 
gleichsam durchgeschnittene Form und wird vom hinteren nach dem vor- 
deren Ende zu dünner. “Die vordere Spitze geht zu der Spitzensubstanz über, 
wobei eine Grenzlinie zwischen ihnen nicht zu erkennen ist. Das Kern- 
stück von Conocephalus conicus ist stabformig und zeigt einen Zwischentypus 
zwischen Dumortiera und Marchantia. Das hintere Ende des Kernstticks ist 
zugespitzt wie bei Dumortiera. Wie bei Marchantia dagegen, wird das Kern- 
stück von dem hinteren Ende nach dem vorderen zu dünner, und die vordere 
Spitze ist nur undeutlich zu erkennen. Bei Marchantia und Conocephalus ist 
die Form der Stammsubstanz gleich, bei Dumortiera aber ist sie etwas ver- 
schieden, wie aus allen Figuren und Photographien hervorgeht. Die Form und 
Stellung des Plasmastücks von Dumortiera ist unbeständig. Es hat seine an- 
haftende Stelle sowohl an der konkaven, als auch an der konvexen Seite des 
Kernstücks. Bei Conocephalus ist die Form und Stelle des Plasmastücks be- 
ständig. Es hat seinen anhaftenden Punkt immer an der konkaven Seite des 
Kernstücks. Im wesentlichen ist das Plasmastück von Conocephalus ähnlich 
dem von Dumortiera, ausgenommen daß seine Form und Stelle beständig 
ist. Auch in Marchantia sind die Form und Stelle des Plasmastücks beständig. 
Es entsteht immer genau an der Spitze des Kernstücks. Die Form ist ver- 
schieden von der von Dumortiera und Concephalus. An das Ende des Kern- 
stücks stoßend ist eine Vakuole vorhanden. Bei allen Arten wurden ein oder 
zwei dunkel gefärbte Punkte und viele Körnchen erkannt. Die Zahl der 
Zilien bei Marchantia und Conocephalus ist immer zwei. Bei Dumortiera ist 
die Zahl derselben zwei, drei, vier, fünf, sechs, oder acht. In jeder Art gabelt 
sich die Spitze der Zilien. 

Daß bei Dumortiera hirsuta die Zahl der Zilien unbestándig ist, erscheint 
sehr merkwürdig. Wie schon oben erwähnt, wurde ein Spermatozoid mit mehr 
Zilien als zwei bisher nicht gefunden, ausgenommen von einem durch Schowalter 
(26) angegebenen Spermatozoid mit drei Zilien bei Riccardia pinguis. Bei 
Dumortiera hat die Anzahl der Spermatozoiden mit zwei und vier Zilien den 
gleichen Prozentsatz. Dieser Prozentsatz und der Umstand, daß Spermato- 
zoiden mit sechs und acht Zilien gefunden wurden, sind von tiefer Bedeutung, 
wenn uns der Vermutung Ausdruck zu geben erlaubt wird, daß diese zwei 
Tatsachen eine Verwandschaft mit den Farnen, welche gleichfalls Spermato- 
zoiden mit vielen Zilien haben, und mit den Bryophyten ergeben, welche ge- 


wöhnlich Spermatozoiden mit zwei Zilien haben. 
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Die oben erwáhnten Merkmale der besprochenen Arten werden in der obigen 
Tabelle II wiedergegeben. 

Wenn wir Tabelle I mit Tabelle II vergleichen, können wir finden, daß 
die Spermatozoiden von Jungermanniales viel größer sind als die von Marchanti- 
ales. Folglich windet sich in Jungermanniales das Kernstück zwei oder drei 
Male, in Marchantiales aber nur ein Mal oder weniger. Dagegen ist die Länge 
der Zilie fast gleich mit der von Marchantiales. Folglich ist das Verhältnis 
zwischen der Körperlänge und Zilienlänge bei Marchantiales etwa 2.5, dagegen 
das bei Jungermanniales 0.6-0.4,-d. h. bei Marchantiales ist die Länge der Zilie 
viel grösser als die des Kernstücks, und bei Jungermanniales ist die Länge der 
Zilie kürzer als die des Kernstücks. Die Dicke ist auch gleich bei beiden Reihen ; 
demgemäß scheinen die Spermatozoiden von Jungermanniales fadenförmig, 
dagegen die von Marchantiales meist stabförmig. Das Spermatozoid von Musci 
hat nach Mühldorf (30) einige sich vom Spermatozoid der Hepaticeen unter- 
scheidenden Punkte. Das Plasmastück ist bei den Laubmoosen stets in der 
Körpermitte angebracht, und der Stamm ist länger als bei Lebermoos. ۱ 

Wie oben erwähnt, können wir gewissermaßen im Spermatozoid die Unter- 
schiede unter den Klassen, der Reihen oder der Gattungen erkennen. Der 
Verfasser vermutet, daf weitere eingehende Untersuchungen tiber die pflanz- 
lichen Spermatozoiden noch feinere Strukturen derselben deutlich machen 


kónnen und einige Beitrage fiir Phylogenie und Klassifikation ergeben. 


Zusammenfassung 


Die wichtigsten Ergebnisse vorliegender Beobachtungen über die Morpho- 
logie der Spermatozoiden der Hepaticeen lassen sich wie folgt zusammenfassen. 


Dumortiera hirsuta, NEES. 


(1) Wie bei Conocephalus conicus, fand auch in Dumortiera hirsuta ,, explosive 
discharge “ statt. 

(2) Das Kernstück ist sichelförmig, und beide Enden desselben sind zugespitzt 
und deutlich. Das Plasmastück haftet am hinteren Ende des Kernstücks 
an. Zwei dunkel gefärbte Punkte und viele dunkel gefärbte Körnchen 
sind im Plasmastück vorhanden. Die Form des Plasmastücks ist unbe- 
ständig, d.h. länglich oder tropfenförmig. Die Zilie ist fiberig in ihrem 
Bau und gabelt sich an ihrer Spitze. Zwischen beiden Zinken, findet man 
Plasmasubstanz. Die Zahl der Zilien ist zwei, drei, vier, fünf, sechs 
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(3) 


(4) 


(5) 


(6) 
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oder acht. Etwa 50% von fūnfhundert Spermatozoiden haben vier Zilien, 
und der Rest hat zwei Zilien. Etwa zehn Spermatozoiden mit sechs Zilien 
und ein Spermatozoid mit acht Zilien wurden in zahllosen Materialien 
gefunden. 

Einige mifigebildete Spermatozoiden wurden gefunden, und zwar mit 
gabelformigem Kernsttick. Ein Zwischentypus zwischen gewohnlichem und 
gabelformigem Typus wurde auch gefunden. Ein außerordentlich großes 
Spermatozoid mit vier Zilien war mißgebildet. 


Marchantia polymorpha, L. 


Das Kernstück ist fadenförmig ; des vordere Ende desselben ist undeutlich 
und das hinteres Ende hat durchgeschnittene Form. Das Plasmastück hat 
beständige, d.h. längliche Form, und darin wurden eine nicht gefärbte 
Vakuole, ein dunkel gefärbter Punkt und viele Körnchen erkannt. Die Zilie 
ist an der Spitze zweifach gegabelt ; die Anzahl derselben ist immer zwei. 


Conocephalus conicus, DuM. 


Das Kernstück ist stabförmig ; das vordere Ende desselben ist undeutlich 
und das hinteres zugespitzt, darin sind ein dunkel gefärbter Punkt und 
viele Körnchen zu erkennen. Der anhaftende Punkt des Plasmastücks ist 
immer an der konvexen Seite des Kernstücks. Die Zilien sind an ihrer 


Spitze gegabelt, und die Anzahl derselben ist immer zwei. 


Conocephalus supradecompositus, (LINDB.) ST. 


Das Kernstück ist stabförmig. Die Anzahl der Zilien ist zwei. 


Zum Schluß sei es mir gestattet, meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Dr. 


Y. Sinotö, nach dessen wohlwollendem Vorschlag ich diese Forschung machte, 
an dieser Stelle meinen verbindlichsten Dank auszusprechen. Desgleichen bin 
ich Herrn Dr. B. Wada, der mir bei dieser Arbeit gütigst behilflich war, und 
Herrn Prof. Dr. S. Ikeno und Herrn Dr. A. Yuasa, die mir ihre wertvolle 
Bibliothek freundlichst zu lesen erlaubten, zu großem Danke verpflichtet. Auch 
den Herren Professoren K. Shibata und T. Nakai möchte ich meinen auf- 
richtigsten Dank dafür aussprechen, daß sie mir die Veröffentlichung dieser 
Arbeit erleichtert haben. 


März 1933 


Genetik-Abteilung, Botanisches Institut, Naturwissenschaftl. 
Fakultät d. Universität Tokio 
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Tafelerklarung 


Alle Mikrophotographien (Fig. 8-27) wurden mit Hilfe von Leitz ,, Makam * aufgenom- 
men, und die Vergróferung derselben ist durchweg 1200, ausgenommen Fig. 20. Gentiana- 
violett wurde für die Farbung gebraucht. Nur bei Fig. 9. und 10 wurde Karbolfuchsin, und 


bei Fig. 17 und 18 wurde Hámatoxylin gebraucht. 


Taf. IX. Fig. 1. (A) Das mit Gentianaviolett gefárbte reife Spermatozoid von Dumortiera 
hirsuta, NEES. (B) Der vordere Teil des Spermatozoids mit zwei Zilien 
(von der konkaven Seite des Kernstücks gesehen) (C) Der vordere 
Teil des Spermatozoids (schräg gesehen) (D) Der vordere Teils des 
Spermatozoids mit vier Zilien. Je zwei Zilien entstehen von einem 
Basalkorn. (E) Der vordere Teil des Spermatozoids mit sechs Zilien. 
Je drei Zilien entstehen von einem Basalkorn. (F) Die Spitze der 
Zilien. (1) In Taf. XI, Fig. 16, gezeigte Spitze der Zilie. (2) Die in 
Taf. XI, Fig. 17 gezeigte Spitze der Zilie, welche sich vóllig ausbreitet. 
Zeichenerklarung: B.K., Basalkorn. G.S., Gegabelte Spitze der Zilie. 
H.S., hintere Spitze des Kernstücks. K. Kórnchen. K.S., Kernstück. 
P. S., Plasamastück. Sp. S., Spitzensubstanz. S. S., Stammsubstanz. 
V.S., vordere Spitze des Kernstücks. Alle Figuren sind etwas schema- 
tisch gezeichnet. (AME), ca. 5000x. 

Fig. 2. Die verschiedenen Formen der Plasmastücke (mit Gentianaviolett ge- 
färbt). (A) und (B), Zwei Formen der Plasmastūcke von lánglicher 
Form: (A), Anhaftender Punkt des Plasmastücks ist an der konvexen 
Seite. (B), Der anhaftende Punkt ist an der konvexen Seite. (C), Das 
Plasmastück am längsten; sein hinteres Ende ist angeschwollen. Man 
kann darin einige dunkel gefárbte Punkte erkennen. (D) und (E), 
Zwei Formen der trópfenfórmigen Plasmastücke: (D), Das Plasma- 
stück entsteht an dem hinteren Teil des Kernstücks anhaftend. (E), 


Das Plasmastück entsteht hängend an der hinteren Spitze des Kern- 


stücks. (ca. 2000 x) 


386 


Taf X. 


Taf. XI. 


Fig. 
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Das mit Gentianaviolett gefárbte Spermatozoid. Eine von zwei Zilien 
zeigt fiberigen Bau. ca. 2500. 

Die Spitze der Zilien. Ein oder zwei dunkel gefarbte Punkte in der 
Plasmasubstanz zwischen der gegabelten Spitze der Zilien sind zu er- - 
kennen (mit Gentianaviolett gefarbt). 

Einige Trópfchen der feinen Dusche bei „explosive discharge.“ In 
jedem Tröpfchen, kann man viele gepaarte Spermatozoiden erkennen. 
Das mit Gentianaviolett gefarbte, reife Spermatozoid von Marchantia 
polymorpha (etwas schematisch gezeichnet). An dem an das Kernstúck 
stoBenden Ende des Plasmastiicks ist eine Vakuole welche ein Merkmal 
dieser Art ist, vorhanden. Zeichenerklárung. B.K., Basalkorn. G.S., 
gegabelte Spitze der Zilie. H.E., hinteres Ende des Kernstiicks. K.S., 
Kernstück. P.S., Plasmastiick. S.S., Stammsubstanz. V., Vakuol. 
V.S., vordere Spitze. ca. 6000. 

Das mit Hämatoxylin gefärbte, reife Spermatozoid von Conocephalus 
conicus (etwas schematisch gezeichnet). Die allgemeine Form des Sper- 
matozoids ist ähnlich dem Spermatozoid von Marchantia polymorpha, die 
Form des Plasmastücks und des hinteren Ende des Kernstücks jedoch 
sind ganz anders. Zeichenerklärung: B. K., Basalkorn. G.S., Gegabelte 
Spitze der Zilie H.S., hintere Spitze des Kernstücks. K., Körnchen. 
K.S., Kernstück. P.S., Plasmastück. S.S., Stammsubstanz. V.S., 
vordere Spitze Z., Zilie. ca. 5800x. 


8-18. Dumortiera hirsuta, NEES. 


8. 


16. 
d 


Das Spermatozoid mit zwei Zilien und einem tropfenfórmigen Plasma- 
stiick. Beide Enden des Kernstúcks sind zu erkennen, und zwar zu- 
gespitzt. 

Das Spermatozoid mit zwei Zilien und einem lánglichen Plasmastūck. 
Die Stammsubstanz ist etwas schwach gefárbt. 

Das Spermatozoid mit drei Zilien. 

Das Spermatozoid mit vier Zilien. Die Spitzensubstanz und das Basal- 
korn sind ziemlich klar zu erkennen. 

Das Spermatozoid mit fúnf Zilien. 

Das Spermatozoid mit sechs Zilien. 

Das Spermatozoid mit acht Zilien. 

Das Spermatozoid, welches eine außerordentlich lange Stammsubstanz 
hat. Bei diesem Spermatozoid kann man die Spitzensubstanz und die 
Basalkórner klar erkennen, da sie voneinander etwas entfent sind. 

Die gegabelte Spitze der Zilien. 

Die gegabelte Spitze der Zilien. Eine Spitze breitet sich vóllig aus, 


andere aber nur wenig. 


Taf. XII. 
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Fig. 18. Das zweifach gegabelte Kernstiick. 


19-23. Dumortiera hirsuta, NEES. 


Fig. 19. 


Fig. 


Fig. 
Fig. 


Fig. 
Fig. 
Fig. 


Fig. 
Fig. 
Fig. 


Fig. 


20. 


21 
22. 


23. 


Das zweifach gegabelte Kernstück. Die Stammsubstanz, welche vom 
Kernstück abgetrennt ist, versieht sich mit Zilien. 

Die Zwischentypus des Kernstiicks zwischen der normalen und ge- 
gabelten Typus derselben. 

Zwei Spermatozoiden mit gegabeltem Kernstiick. 

Ein außerordentlich großes Spermatozoid mit vier Zilien. An der Stamm- 
substanz desselben sind einige dunkel gefärbte Punkte, welche sich am 
vorderen Ende des Kernstücks anschließen, in einer Reihe aufgestellt. 
Diese Punkte sind sehr ähnlich mit dem von Sharp (’20) dargestellten 
Blephaloplast in der Entwicklung durch Teilung in der Spermatidzelle 
von Blasia. 


Äusserste gegabelte Form des Kernstücks. 


24, 25. Conocephalus conicus, (L.) DUM. 


24. 


20. 


Das vordere Ende des Kernstücks ist undeutlich, das hintere Ende aber 
deutlich und zugespitzt. Das Plasmastück hat den anhaftenden Punkt 
an der konvexen Seite des Kernstücks. Die Peripherie des Plasma- 
stücks ist klar gefárbt mit Ausnahme des Grundteils desselben. 


Die gegabelte Spitze der Zilien. 


26, 27. Marchantia polymorpha, L. 


26. 


27. 


Das Ende des Kernstticks zeigt geschnittene Form. Vakuole und dunkel 
gefárbter Punkt im Plasmastúck sind klar zu erkennen. 


Die gegabelte Spitze der Zilien. 
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T. MIDUNO, Zytologische Untersuchungen der Bryophyten, I. 
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Studies in the Cytology of Pteridophyta 
V. Spermatoteleosis” in Notogramme japonica PRESL 
and Pteris multifida POIRET with special reference 
to the development of border-brim, lateral 
bar and cilia-bearing band” 


By 


Akira YUASA 


In 1887 CAMPBELLÉ) studied on the spermatogenesis of various plants in- 
cluding Gymnogramme sulphurea and Alsophila nitida, and in 1893 ScHoTT- 
LANDER) investigated the nucleus and sexual cells of certain Cryptogams. At 
that time, though both of these authors reported the development of the 
spermatozoids, especially in relation to the metamorphosis of the spermatid- 
nucleus, they did not make clear the structure and formation of the cilia- 
bearing portion: in other words, they did not settle the question as to the 
nature of the so-called blepharoplast. | ۱ 

BELAJEFF (1889) observed that in the spermatozoid of Gymnogramme 
sulphurea the “ färbbares Korperchen” elongates to form the “ fárbbarer Faden ” 
which bears many cilia. According to YAMANOUCHI”, however, the elongating 
blepharoplast becomes a coiled ribbon-like structure with a tapering end; but 
this diminution of width of the blepharoplast is compensated for by its coa- 
lescing with the tapering anterior portion of the band-shaped nucleus. 

In studying spermatogenesis in Adiantum capillus-veneris and Aspidium 
falcatum, ALLEN (1914) stated that the blepharoplast, assuming a band-like 
structure, elongates along the nucleus which then also tends to form a band- 
shaped structure, and that the blepharoplast coalesces, at last, with the nucleus, 
along its full length. But he could not make clear the structure of the cilia- 
bearing portion. 

The writer? already reported in 1933 that the fern-spermatozoid, in 
general, consists of (a) border-brim, (b) lateral bar, (c) nucleus and (d) cilia- 


1) The term “spermatoteleosis” means the process during which a spermatid is 
metamorphosed into the spermatozoid. 

2) Contributions from the Divisions of Plant-Morphology and of Genetics, Botanical 
Institute, Faculty of Science, Tokyo Imperial University, No. 132. 
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The figures (Figs. 1-28) were drawn with the aid of a ZEISS drawing apparatus under 
a ZEISS ach. obj. 90 N. A. 1.25 in combination with comp. oc. 20. All drawings are reduced 
to 4/5 in the reproduction giving a magnification of about x 2400. 


Figs. 1-16. Notogramme japonica PRESL. Fig. 1. Nucleus of a prothallium-cell. Fig. 2. 
Spermatogenous cell. Fig. 3. Spermatid: spherical blepharoplast is shown. Figs. 4-8. Ble- 
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bearing band and that the cilia grow from one side of the surface of the cilia- 
bearing band. He was of opinion that the term “ blephoroplast” may be as- 
signed to the portion consisting of border-brim, lateral bar and cilia-bearing 
band. From this point of view the present study was undertaken in order that 
the development of these three latter portions might be cleared up. In this 
paper, however, the relation between centrosomes and blepharoplasts will not 
be discussed, the only process to be described being that during which spermatids 
are metamorphosed into spermatozoids. 


Materials and Methods 


The prothallia were raised from spores collected from two kinds of ferns; 
Notogramme japonica PresL (Japanese name: Iwaganesó) and Pteris multifida 
PorRET (Japanese name: Inomotosò); these were cultivated in the Koishikawa 
Botanic Garden of the Tokyo Imperial University. 

The prothallia were fixed in chrom-acetic solution (chromic acid 1 gm, 
glacial acetic acid 3 cc, water 100 cc) or in ALLEN’s solution. Sections are cut 
5 / in thickness and stained with HEIDENHAIN’s iron-alum haematoxylin. To 
make total preparations the prothallia having been fixed in CArnoy’s fluid (abs. 
alc. 6, chloroform 3, glacial acetic acid 1) for about thirty minutes, were put 
on slide, on which drops of iorn aceto-carmine were added, boiled over gas-flame 
and then sealed with 45% glacial acetic acid and covered. 


Descriptions 
Notogramme japonica PRESL 


The nucleus of the prothallium-cell shows a large nucleolus (Fig. 1) and 
that of the spermatogenous cell has from two to four small nucleoli (Fig. 2). 
The nuclei of the spermatids which have resulted from the divisions of the 
spermatogenous cells show the reticulum among whose meshes many chromatin- 


clumps are seen. 


pharoplast elongates into a band-structure ` border-brim and cilia-bearing band differenciated. 
Fig. 9. A portion of border-brim shows beaded appearance. Fig. 10. Crescent-shaped nuc- 
leus: blepharoplast continues to elongate along the nucleus. Fig. 11-14. Blepharoplast 
coalesces with the nucleus, running along the full length of the latter. Fig. 15. Border-brim 
and cilia-bearing band completed. Fig. 16. Same stage. Side-view. Fig. 17. Mature sper- 
matozoid within the spermatid-membrane. Fig. 18. Spermatozoid stained with iron-alum 
haematoxylin, 
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Every spermatid is characterized by the presence of the blepharoplast 
which has appeared as a small spherical body in the cytoplasm of the sper- 
matid (Fig. 3). 

Soon the spherical blepharoplast begins to elongate into a wedge-shaped 
band (Figs. 4, 5). After this stage one edge of the blepharoplast stains deeply 
and the remaining portion stains faintly or not at all (Figs. 6, 7). The deeply 
stained edge is thought to develop into the border-brim when the spermatozoid 
is completed. The blepharoplast continues to elongate along the surface of the 
nucleus, but does not come into contact with the latter (Figs. 7-10). The chro- 
matin-clumps in the nucleus become somewhat larger. 

Sometimes a part of the deeply stained edge of the blepharoplast shows 
beaded appearance (Fig. 9). 

The nucleus metamorphosed into a crescent shape (Fig. 10) and the band- 
shaped blepharoplast runs the full length of the convex surface of the meta- 
morphosed nucleus. 

As the metamorphosis progresses, the blepharoplast begins to make contact 
with the nucleus along its whole length, forming a projection beyond the an- 
terior end of the nucleus (Figs. 11, 12). 

The nucleus elongates further and takes a spiral shape, the anterior portion 
of which becomes narrower under the blepharoplast and finally coalesces with 
the blepharoplast (Figs. 11, 12, 13). The anterior end of the nucleus does not 
reach that of the blepharoplast, having some distance from the latter. Between 
the deeply stained edge of the blepharoplast and the anterior tapering part 
of the nucleus there remains the unstained or faintly stained portion of the 
blepharoplast ; that is the young stage of the cilia-bearing band. The deeply 
stained edge of the blepharoplast can be traced along the whole length of the 
spiral band-shaped nucleus (Figs. 13, 14, 15, 16) and is designated the border- 
brim. 

The edge of the anterior end of the blepharoplast has already become 
capable of being stained and is designated the lateral bar (Fig. 15). ۱ 

When the spermatozoid is in a mature stage, between the border-brim and 
the band-shaped nucleus the unstained or faintly stained portion of the blepharo- 
plast can be seen along the whole length of the spermatozoid-body (Fig. 17). 
This unstained or faintly stained portion is the cilia-bearing band, about 0 
anterior coils of which bear cilia. The posterior portion of the cilia-bearing 
band, being almost fused with the nucleus, can be discerned only with difficulty, 
but the border-brim can be seen clearly (Fig. 17). 
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“The nuclear membrane is very delicate and requires keen observation to 
discern it. The spermatid-membranes are also thin and when the spermatozoids 
have matured the spermatids become free of each other, separating at their 
corners (Fig. 17). 

‘The development of cilia has not been cleared up in this study, though 
they are suppposed to have first appeared in the stage shown in Fig. 15. 

Mature spermatozoids have on the average 2.5-3 right-handed coils (Fig. 18). 
Cilia grow from one side of the surface of about two of the anterior coils of 
the cilia-bearing band. The border-brim and the cilia-bearing band occupy 
the whole length of the spermatozoid and appear almost to be fused with the 
nucleus as they approach their ends. The nucleus does not reach the anterior 
end of the body so that the anterior portion of the spermatozoid is composed of 
three elements, viz. the cilia-bearing band which bears cilia, the border-brim 
and the lateral bar. The length of an extended spermatozoid is ca. 50 ۰ 

When stained with aceto-carmine the nucleus of the spermatid is filled with 
large chromatin-granules. The spherical blepharoplast can not be seen in the 
spermatid. After having elongated in band-shape, the blepharoplast can be 
stained faintly, and appears as a long rod. This long rod corresponds to the 
border-brim which has swollen to some extent. The portion which corresponds 
to the cilia-bearing band can be seen at all. The nucleus now begins to show 
a spiral form and a band-shaped structure, along whose surface the border-brim 
can be seen as a thread-like body. In the nucleus the chromatin-granules are 
found to be densely crowded. Soon the thread-like blepharoplast coalesces 
entirely with the nucleus and the latter continues to elongate more and more 
into spiral band. When the coiled form of the spermatozoid is established 
the border-brim is seen as a narrow thread along the edge of the coil and in the 
mature spermatozoid the border-brim and the cilia-bearing band can be easily 
discerned. Though the cilia are difficult to observe when the spermatozoid is 
still in its spermatid-membrane, they are clearly seen after the spermatozoid 


has become free from its spermatid-membrane. 


Pteris multifida POIRET 
The process of spermatoteleosis is almost the same as that of the case 
in Notogramme japonica PRESL, so the detailed description will be omitted 


here. 
The spherical blepharoblast as shown in Fig. 19 elongates into a band- 


shape without touching the nucleus (Figs. 21-23). After this stage, one edge 
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of the blepharoplast stains deeply and shows the earlier stage of the border- 
brim (Figs. 21, 22). After the nucleus has become crescent-shaped the blepharo- 
plast coalesces with the nucleus forming a beak beyond the anterior portion of 
the nucleus (Fig. 24). Then the nucleus forms an anterior tapering projection 
under the blepharoplast, reaching the anterior end of the latter (Fig. 25, 26). 
In the case of Pteris multifida Porret the deeply stained edge of the blepharo- 
plast, namely the border-brim, can not be traced along the whole length of 
the nucleus, but only along the 2/3 of the anterior portion of the spermatozoid- 
body. Between the border-brim and the nucleus there remains the cilia-bearing 


Figs. 19-28. Pteris multifida POIRET. Fig. 19. Spermatid having the spherical blepharo- 
plast. Fig. 20. Wedge-shaped blepharoplast. Fig. 21-23. Band-shaped blepharoplast: border- 
brim differentiated. Fig. 24. Spermatid-nucleus begins to coil; blepharoplast is attached at 
the anterior portion of the nucleus. Fig. 25 and 26. Blepharoplast coalesces entirely with 
the nucleus. Fig. 27. Almost mature spermatozoid within the spermatid-membrane. Fig. 28. 

Mature spermatozoid within the spermatid-membrane. 


band which occupies about 2/3 of the anterior portion of the spermatozoid- 
body. 

In the nucleus of the spermatozoid which is almost in maturity the 
chromatin-clumps are seen scattering sparsely as shown in Fig. 27. In the 
mature spermatozoid the cilia are seen growing from the one side of the 
surface of the cilia-bearing band (Fig. 28). The nucleus staines almost homo- 
geneously with iron-alum haematoxylin. Every mature spermatozoid in the 


antheridium is seen enveloped by its delicate spermatid-membrane as shown in 
Fig. 28. 
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Discussion 


In 1898 BELAJEFF® observed in spermatogenesis in Gymnogramme sulphurea 
and Equisetum arvense that the “ färbbares Kérperchen” extends into the “ färb- 
barer Faden” and that the “ farbbarer Faden” lies parallel to the nucleus with- 
out touching the latter when spermatozoid is in maturity. He also reported 
that the cilia grew from the “ farbbarer Faden." In 1907 CAMPBELL stated in 
Ophioglossum that the anterior portion of the nuclear coil changes into a cyto- 
plasmic one which seems to be a flattened band and along whose upper edge 
the blepharoplast is closely attached. SHARP (1912) also reported in Equisetum 
arvense that the nucleus lies parallel to the blepharoplast which bears cilia. 
According to all of the above-mentioned authors the blepharoplast is a thread- 
like body and does not come into close contact with the nucleus. 

In 1908, however, YAMANOUCHI” reported in Nephrodium molle that “the 
elongating blepharoplast now takes a spiral direction and has a tendency to 
form a coiled ribbon-like structure” (p. 154) and that “this band [nuclear 
band] becomes more and more narrow, with a gradual elimination of its width, 
but this diminution is compensated for by a coalescence with the tapering end 
of the band-shaped blepharoplast ” (p. 155). 

The writer in his study of fern-spermatozoid confirmed the fact that the 
cilia grow from one side of the surface of the cilia-bearing band and that the 
upper edge of the cilia-bearing band is occupied by the border-brim which corres- 
ponds to the “ färbbarer Faden ” of BELAJEFF9? and the blepharoplast of SHARP, 

As stated in the present description the so-called blepharoplast at first took 
a wedge-shaped form as shown in Nephrodium by Y AMANOUCHI, and then 
extended into the band-shape as ALLEN (1912) observed in the case of Adiantum 
DNA and Aspidium falcatum. One edge of the blepharoplast stains 
deeply and develops into the border-brim. The remaining portion of the 
blepharoplast coalesces with the nucleus, but the unstained or faintly stained 
portion remains between the border-brim and the nucleus. This is the cilia- 
bearing band, about two anterior coils of which bear cilia. In Notogramme 
japonica PresL the blepharoplast after having extended into a band-shape, runs 
along the convex surface of the whole length of the nucleus which has begun 
to extend into a spiral shape. ALLENW also stated in the case of Adiantum 
capillus-veneris and Aspidium falcatum that the blepharoblast runs the whole 
length of the nuclear spiral. In the mature spermatozoid of Notogramme 
japonica Presi the border-brim and the cilia-bearing band can be traced along 
the whole length of the nucleus. 
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ALLEN® stated in the case of Aspidium falcatum that “the nuclear pro- 
jection lies in contact with the middle portion of the blepharoplast.” In the 
writer’s case the nuclear beak also projects along the under-surface of the 
blepharoplast and coalesces with it. In Notogramme japonica PRESL the nuclear 
beak does not reach the anterior end. of the blepharoplast, retreating some 
distance from it. In the case of Pteris multifida PoIRET, however, the nuclear 
beak reaches the anterior end of the blepharoplast. 

In the nucleus of the spermatozoid when almost in maturity large chro- 
matin-clumps are seen scattered sparsely, but in the full matured spermatozoid 
the nucleus stains almost homogeneously with iron-alum haematoxylin. When 
stained with aceto-carmine, however, the chromatin-granules can be discerned 
in the nucleus of the mature spermatozoid. 

Though the cilia-bearing band and the cilia are differentiated from the 
blepharoplast, they seem to be of cytoplasmic nature, judging from their stain- 
ing reactions. lt is thought that the cilia-bearing band represents the compact 
cytoplasmic portion which characterizes a spermatozoid as a newly formed 
motor cell and that the cilia confers the moving capacity on a spermatozoid. 
Therefore the blepharoplast is an organ which may furnish a spermatozoid with 
newly formed cytoplasm and cilia. i 


Summary 


In Notogramme japonica PRESL and Pteris multifida Porret the differentiation 
of the border-brim, the lateral bar and the cilia-bearing band occurs at tħe 
stage when the blepharoplast extends into a band-shape and comes into contact 
with the nucleus. Accordingly the so-called blepharoblast is thought to be 
made up of three portions, designated the border-brim, the lateral bar and the 
cilia-bearing band which in turn develops cilia. It is suggested that the 
blepharoplast is an organ which may furnish a spermatozoid with newly formed 
cytoplasm and cilia which enable a spermatozoid to move. 


The writer has to thank Dr. SiNotò for his valuable suggestions and criti- 
cism during the course of this work. Thanks are also due to Prof. Shibata and 
Prof. Nakai for facilitating the publication of this paper. 


Division of. Genetics, 
December 1933 Botanical Institute, Faculty of Science, 
Tokyo Imperial University 


(1) 


(2) 


(3) 
(4) 


(5) 


(6) 
(7) 


(8) 


Spermatoteleosis in Notogramme japonica PRESL and Pteris multifida POIRET etc. 397 


Literature 


ALLEN, R.F., 1914. Studies in spermatogenesis and apogamy in ferns. Trans. Wisc. 
Acad. Sci., Arts and Letters 17 : 1-56. 


`BELAJEFF, W., 1898. Über die Cilienbildner in den spermatogenen Zellen. Ber. d. 


Deut. bot. Gesells. 16 : 140-144. 

CAMPBELL, D. H., 1887. Zur Entwicklungsgeschichte der Spermatozoiden. ib. 5 : 120-127. 

1907. Studies on the Ophioglossaceae. Ann. d. Jard. bot. d. Buiten- 

zorg 2: 138-194. 

SCHOTTLANDER, P., 1893. Beitrage zur Kenntnis des Zellkernes und der Sexualzellen 
bei Kryptogamen. Cohn Beit. z. Bioi. d. Pfl. 6 : 267-304. 

SHARP, L. W., 1912. Spermatogenesis in Equisetum. Bot. Gaz. 54:89-119. 

YAMANOUCHI, S., 1908. Spermatogenesis, oogenesis, and fertilization in Nephrodium. 
ib. 45: 145-175. 

YUASA, A., 1933. Studies in the cytology of Pteridophyta. II. The morphology of 
spermatozoids of some ferns. Cytologia 3 : 305-337. 


ali ond Gy A MAR eae 
Y 1 


PC lè, ht dea 
A AAA 


‘ » ES Rag ieee ی‎ t d 


1 ae pe "mi 
"m Ke wè bo ( ۷ Sie 


LA k var L > 
e aS SENG pi wa 


du murs ER CN E änt kel € 
dissi Die Aer hne am 


po ED €: Lee vare aa 


7a 


SÉ w 
e 
۰ 
» | 
: 
LI 
. 
` 
I 
> 
* A | 
* e " 


ES ON 


d? 


at 
LŽ 
X A 


